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(57) Abstract 

The invention concerns novel compositions and methods for controlling nucleic acid expression in cells. More particularly, it concerns 
any nucleic acid characterised in that it comprises: a) a first region comprising a nucleic acid coding for a tetracycline (tTA)-dependent 
transactivator under the control of a moderate promoter, and b) a second region comprising a nucleic acid of interest under the control of 
tTA sensitive promoter. The invention is more particularly useful for controlling the expression of nucleic acids in the nerve cells, in vitro 
as well as in vivo, for example the human tyrosine hydrocyclosis. 

(57) Abrege* 

La presente invention conceme de nouvelles compositions et m6thodes pour contrdler Texpression d'acides nucteiques dans les 
cellules. Elle concerne en particulier tout acide nucteique caracterise* en ce qu'il comprend: a) une premiere region comprenant un acide 
nucleMque codant pour le transactivateur du systeme de regulation par la t6tracyline (tTA) sous controle d'un promoteur mod6r6, et, b) une 
deuxieme region comprenant un acide nucteique d'intdret sous contrdled'un promoteur sensible au tTA. LMnvention est plus particulierement 
adaptee au controle de Vexpression d'acides nucl£iques dans les cellules nerveuses, in vitro comme in vivo, par example de la tyrosine 
hydroxylase humaine. 
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NOUVEAU SYSTEME DE REGULATION DE L'EXPRESSION 

D'UN TRANSGENE 

La presente invention concerne de nouvelles compositions et 
methodes pour controler Vexpression d'acides nucleiques dans les cellules. 
5 ^invention est plus particulierement adaptee au controle de I'expression 
d'acides nucleiques dans les cellules nerveuses, in vitro comme in vivo. 

Le controle de I'expression des acides nucleiques dans les 
cellules presente un attrait majeur dans tous les domaines de la 
biotechnologie. Ainsi, in vitro ou ex vivo, il permet d'ameliorer les conditions 

10 d'expression de proteines recombinantes, Tetude de la fonction ou la 
regulation de genes, la production de particules virales, la preparation de 
cellules destinees a etre implantees in vivo, etc. In vivo, il peut permettre 
d'ameliorer les proprietes de modeles animaux, d'etudier plus precisement 
la biodisponibilite ou la toxicite de composes ou la fonction des genes, ou 

is encore, de controler plus efficacement la production de composes dans un 
but therapeutique ou vaccinal, par exemple. Les compositions et methodes 
de Tinvention sont utilisables dans tous ces domaines de la biotechnologie. 

Differentes approches ont ete decrites dans Tart anterieur pour 
tenter de controler Texpression de genes. II s'agit en particulier de 
20 Tutilisation de vecteurs ou promoteurs transcriptionnels presentant une 
specificite tissulaire. Neanmoins, les systemes decrits ne presentent pas 
toujours les niveaux de specificite attendus, notamment in vivo, et ils ne 
permettent pas un controle temporel de Texpression. 

Un systeme complexe, utilisant d'une part le transactivateur tTA 
25 controle par la tetracycline et d'autre part un promoteur tTA sensible a ete 
decrit par Gossen et al. (PNAS 89 (1992) 5547 ; Science 268 (1995) 1766). 
Bien qu'offrant des avantages en terme de regulation temporelle de 
Texpression, ce systeme, tel que decrit jusqu'a present, presente toujours 
certains inconvenients qui limitent ses applications. Ces inconvenients sont 
30 notamment la toxicite cellulaire, les fuites ^expression observes, la 
necessite d'utiliser deux vecteurs, etc. 




WO 00/28062 2 PCT/FR99/02752 

La presente invention offre a present un nouveau systeme 
depression regule ayant des proprietes de stabilite, specificite et 
maniabilite ameliorees par rapport aux systemes de Tart anterieur. 

Un premier aspect de Pinvention est done relatif a des 
5 constructions geniques comprenant des elements, dont la nature et 
Tagencement particuliers, permettent d'assurer un controle etroit de 
Texpression genique. 

Un autre aspect de Tinvention concerne des vecteurs incorporant 
ces constructions genetiques, et en particulier des vecteurs viraux. 

io Un autre aspect de Tinvention est done relatif a des cellules 

genetiquement modifiees par les constructions genetiques ou vecteurs de 
Tinvention, des composition les comprenant, et leur utilisation pour la 
production de produits d'interet in vitro, ex vivo ou in vivo. 

Un autre aspect de Tinvention concerne des methodes et 
is compositions pour Texpression regulee d'un acide nucleique dans les 
cellules in vitro, ex vivo ou in vivo, plus particulierement dans les cellules 
nerveuses. Un autre aspect de Tinvention est encore relatif a une methode 
pour le transfer! et Texpression regulee d'un acide nucleique in vivo 
comprenant Timplantation (ou la greffe) in vivo de cellules (notamment de 
20 progeniteurs nerveux) modifiees genetiquement par des constructions ou 
vecteurs de Tinvention. 

La presente invention decrit plus particulierement un nouveau 
systeme d'expression regule, base sur ['utilisation de tTA, et ayant des 
proprietes ameliorees. Ce systeme est particulierement efficace dans un 
25 contexte adenoviral, et permet Texpression efficace et regulee in vitro 
comme in vivo, tout particulierement dans le systeme nerveux. 

Un premier objet de ('invention concerne plus particulierement un 
acide nucleique caracterise en ce qu'ii comprend : 
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a) une premiere region comprenant un acide nucleique codant 
pour le transactivateur tTA du systeme de regulation par la tetracycline, 
sous controle d'un promoteur modere, et, 

b) une deuxieme region comprenant un acide nucleique d'interet 
5 sous controle d'un promoteur tTA sensible, 

et en ce que les deux regions a) et b) sont disposees dans la meme 
orientation transcriptionnelle. 

Plus preferentiellement, Tacide nucleique selon Invention 
comprend, en outre, une troisieme region c), disposee entre les deux 
10 regions a) et b), limitant les interferences transcriptionnelles entre les 
regions a) et b). 

La presente invention resulte en effet de la mise en evidence 
des proprietes avantageuses de telles constructions, notamment pour le 
controle de I'expression genique in vivo, en particulier dans les cellules 
15 nerveuses. Uinvention montre egalement que les proprietes avantageuses 
de ces constructions resultent, en partie, dans le choix et I'agencement des 
differents elements genetiques entre eux. 

Ainsi, dans la region a) des acides nucleiques de I'invention, le 
promoteur utilise pour controler I'expression du gene transactivateur tTA est 

20 un promoteur modere. Le terme "promoteur modere" designe au sens de 
('invention un promoteur dont le niveau d'activite est considere comme 
moyen par Thomme du metier, c'est-a-dire inferieur a celui des promoteurs 
forts. Plus particulierement, un promoteur modere au sens de I'invention est 
un promoteur non-viral permettant une expression a des niveaux 

25 physiologiques. 

Ainsi, contrairement aux systemes anterieurement decrits 
(Gossen et al., PNAS 89 (1992) 5547) dans lesquels le promoteur utilise 
est un promoteur viral fort (hCMV notamment), les constructions de 
Tinvention permettent la synthese constitutive du transactivateur tTA, & des 
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niveaux non toxiques pour les cellules mammiferes. La demanderesse a 
maintenant montre que le maintien de niveaux moderes de tTA dans les 
cellules permet d'obtenir une regulation beaucoup plus fine et precise de 
i'expression genique, notamment dans les cellules nerveuses. 

5 Plus preferentiellement, le promoteur utilise est un promoteur 

cellulaire, c'est-a-dire d'un promoteur provenant d'un gene exprime dans 
une cellule. Avantageusement, il s'agit d'un promoteur provenant (ou 
derive) d'une cellule issue d'un organisme de la meme espece que les 
cellules dans lesquelles la construction genetique est destinee a etre 

10 introduite. Ainsi, lorsque les constructions de I'invention sont destinees & 
('introduction d'acides nucleiques chez des animaux, le promoteur cellulaire 
modere utilise est preferentiellement derive d'une cellule d'un animal de la 
meme espece, ou d'une espece apparentee ou proche. Bien entendu, il est 
possible d'utiliser des promoteurs derives d'organismes differents, par 

is exemple un promoteur murin pour Texpression chez I'homme, des lors que 
le promoteur utilise est fonctionnel. 

Encore plus preferentiellement, le promoteur utilise est un 
promoteur cellulaire modere constitutif. La presente demande montre en 
effet que les meilleurs proprietes du systeme de ['invention sont obtenues 
20 lorsque le promoteur utilise est constitutif, c'est-a-dire assure la presence et 
le maintien de niveaux stables de tTA dans les cellules. 

Des exemples particuliers de promoteurs cellulaires moderes 
constitutifs adaptes a la presente invention sont notamment des 
promoteurs ubiquitaires tels que le promoteur du gene domestique 

25 ("housekeeping") de la 3-phosphoglycerate kinase (PGK), de la 
dihydrofolate reductase (DHFR) ou encore du facteur d'elongation 1a 
(EF1a). D'autres promoteurs cellulaires moderes utilisables dans le cadre 
de Tinvention sont des promoteurs specifiques de tissus, tels que par 
exemple le promoteur des genes GFAP ("Glial Specific Fibrillary Acidic 

30 Protein"), specifique de la glie, NSE ("Neuron Specific Enolase"), specifique 
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des neurones, p-actine, p-globine, MHCa ("Myosis Heavy Chain a"), 
specifique du muscle cardiaque, ou encore des promoteurs composes, par 
exemple de type NRSE-PGK. 

Des promoteurs moderes au sens de I'invention sont done 
5 avantageusement des promoteurs celluiaires, assurant une expression 
constitutive, ubiquitaire ou localisee a certains tissus ou types celluiaires, 
permettant de preference d'obtenir des niveaux physiologiques 
d'expression. L'utilisation du promoteur PGK (ou de variants) represente un 
mode de mise en oeuvre prefere de I'invention. Ainsi, les exemples 

10 presentes plus loin montrent que l'utilisation de ce promoteur permet de 
maintenir in vivo I'expression de I'acide nucleique d'interet au moins un 
mois apres I'introduction de la construction. Ainsi, aucune diminution du 
nombre de cellules exprimant I'acide nucleique d'interet n'a ete observee au 
cours de cette periode. Cette stabilite d'expression represente un des 

is avantages importants de la presente invention en comparaison avec les 
systemes de I'art anterieur. Ainsi, dans des greffes de cellules nerveuses 
progenitrices infectees avec un adenovirus codant pour la b-galactosidase 
sous le controle d'un promoteur fort (promoteur du LTR du virus RSV), une 
diminution claire des niveaux d'expression est observee moins d'un mois 

20 apres la greffe. Ceci illustre done les proprietes avantageuses de 
I'invention, en terme de stabilite, liees, de maniere inattendue, a I'emploi 
d'un promoteur modere pour diriger I'expression du gene tTA. 

Une autre caracteristique importante des constructions selon 
I'invention reside dans I'agencement des deux regions a) et b). Ainsi, ces 
25 deux regions sont avantageusement (i) disposees dans la meme 
orientation transcriptionnelle et (ii) separees par une region c) limitant les 
interferences transcriptionnelles. 

La presente demande montre tout d'abord que, pour obtenir une 
meilleure efficacite du systeme de I'invention (e'est-a-dire un meilleur 
30 controle de I'expression), il est particulierement avantageux de positionner 
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les deux cassettes a) et b) dans la meme orientation transcriptionnelle. Ces 
resultats sont plutot surprenants dans la mesure ou un meilleur controle de 
I'expression a souvent ete observe iorsque deux cassettes sont 
positionnees en orientation inverse. Dans le cadre de la presente invention, 
5 au contraire, aucune fuite ne semble se produire, meme dans un contexte 
adenoviral, Iorsque les cassette sont dans la meme orientation, alors que 
de telles fuites avaient ete rapportees pour une construction en orientation 
anti-parallele (Kojima et al., Biochem.Biophys.Res.Commun 238 (1997) 
569). 

io D'autre part, pour ameliorer encore les proprietes des 

constructions de I'invention, il est particulierement avantageux d'introduire, 
entre les regions a) et b) mentionnees ci-dessus, une troisieme region c) 
limitant les interferences transcriptionnelles entre a) et b). ^expression 
"interference transcriptionnelle" designe toute influence ou effet du 

is promoteur de la region a) sur la transcription de I'acide nucleique b), et 
reciproquement. Plus specifiquement, on designe par "interference 
transcriptionnelle" la difference pouvant exister entre I'expression de la 
region b) d'une part dans un contexte isole et d'autre part liee de maniere 
fonctionnelle a la region a). Une telle region c) comprend preferentiellement 

20 un terminateur transcriptionnel, de preference la sequence UMS. La 
sequence UMS ("Upstream Mouse Sequence") est une sequence 
genomique, qui a ete identifiee en amont du gene c-mos murin (McGeady 
et al., Dna 5 (1986) 289). Cette sequence se comporte comme un 
terminateur transcriptionnel. La presente invention montre maintenant que 

25 ces sequences peuvent etre utilisees avantageusement pour le controle 
efficace de Texpression de genes in vivo, en particulier dans le systeme 
nerveux, plus specifiquement dans un contexte adenoviral. 

Le systeme de Tinvention repose done sur la presence, dans un 
meme acide nucleique, de deux cassettes (regions), Tune exprimant, dans 
30 des conditions regulables, un facteur transcriptionnel capable d'activer 
Texpression, dans la seconde cassette d'un acide nucleique d'interet. Dans 
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cette seconde cassette (la region b)) f il est done important de choisir un 
promoteur transcriptionnel qui soit adapte a la construction genique de 
I'invention. Ainsi, dans la region b), le promoteur utilise est un promoteur 
sensible au transactivateur tTA, e'est-a-dire dont I'activite est augmentee en 
presence dudit transactivateur. D'un point de vue structural, il s'agit done 
d'un promoteur comprenant, dans sa sequence ou a une distance 
fonctionnelie de celle-ci, un site au moins de liaison du facteur tTA (Gossen 
et al., 1992). Ce site de liaison, ou region operatrice (Op ou tetOp) peut 
posseder par exemple la sequence representee sur la figure 6 ou un 
variant fonctionnel de celle-ci. Un variant peut correspondre par exemple a 
une sequence modifiee genetiquement, par mutation, deletion ou ajout 
d'une ou plusieurs paires de bases, et conservant la capacite de lier le 
transactivateur tTA. Preferentiellement, les modifications concernent moins 
de 10% de la sequence presentee sur la figure 6. En outre, la sequence Op 
peut etre presente, dans la region b), en une ou plusieurs copies, par 
exemple de 1 a 10 copies, preferentiellement de 3 a 10, encore plus 
preferentiellement de 3 a 8 copies. Dans un mode particulier de mise en 
oeuvre, le promoteur utilise en b) comporte 7 sequences operatrices. 
Encore plus preferentiellement, afin d'assurer un controle important de 
('expression de I'acide nucleique d'interet, il est fortement recommande que 
le promoteur utilise en b) ait une activite basale tres faible, voire nulle. De 
ce fait, une activite de ce promoteur n'est observee qu'en presence du tTA, 
et la regulation est done tres etroite. Avantageusement, le promoteur utilise 
en b) est done un promoteur minimal sensible au transactivateur tTA. La 
caractere minimal designe un promoteur dont I'activite basale est tres 
faible, voire nulle. Un tel promoteur comprend generalement les elements 
minimum indispensables a la fonction de promoteur transcriptionnel (boite 
TATA par exemple) et est depourvu des autres regions naturellement 
impliquees dans la force du promoteur ou sa regulation, par exemple. De 
tels promoteurs peuvent etre prepares a partir de differents types de 
promoteurs, par deletion et/ou ajout d'elements ("silencer"). Un promoteur 
prefere en b) est un promoteur fonctionnel dans les cellules mammiferes, 
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essentiellement inactif en Tabsence de tTA, et stimule en presence du 
transactivateur tTA. Le terme "essentiellement inactif" designe Tabsence de 
produit depression (polypeptide) detectable par les techniques classiques, 
et notamment par dosage enzymatique ou par des techniques 
5 d'immunohistochimie, de microdyalyse ou encore de HPLC. Ce terme 
n^xclut pas la presence d'ARNm detectables par PCR ou autres 
techniques tres sensibles de detection, mais dont le niveau de 
concentration demeure pratiquement non significatif. 

Le promoteur utilise en b) peut etre de nature, d'origine et avoir 

10 des proprietes variees. Le choix du promoteur utilise depend en effet de 
I'utilisation recherch^e et du gene d'interet, notamment. Ainsi, le promoteur 
peut etre issu d'un promoteur fort ou faible, ubiquitaire ou specifique de 
tissus/cellules, ou encore specifique d'etats physiologiques ou 
physiopathologiques (activite dependante de I'etat de differenciation 

is cellulaire ou de certaines etapes du cycle cellulaire), par exemple. Le 
promoteur peut etre d'origine eucaryote, procaryote, virale, animale, 
vegetale, artificielle ou humaine, etc. Des exemples particuliers de 
promoteurs sont le promoteur des genes precoces immediats CMV, TK, 
GH, EF1-a, APO, etc. ou des promoteurs artificiels. Pour leur utilisation 

20 dans la presente invention, ces promoteurs sont de preference rendus 
"minimum", c'est-a-dire dependants de la presence du tTA. Pour cela, les 
promoteurs d'origine peuvent etre digeres par des enzymes et testes pour 
leur activite, de preference apres couplage fonctionnel avec une ou 
plusieurs sequences Op. Le nombre de sequences tetOp, ainsi que leur 

25 distance par rapport au promoteur choisi, peuvent etre adaptes par 
rhomme du metier de fagon a ce que Texpression dudit promoteur soit 
strictement tTA dependante. Preferentiellement, le promoteur utilise en b) 
est un promoteur minimal du gene precoce immediat du cytomegalovirus 
(CMV), de preference du CMV humain (hCMV), tel que decrit dans Corti et 

30 al (Neuroreport 7 (1996) 1655), incorpore a la presente par reference. 
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La presente invention peut etre utilisee pour I'expression 
d'acides nucleiques d'interet varies, selon les applications recherchees. 
Ainsi, dans la region b), I'acide nucleique d'interet est avantageusement un 
acide nucleique codant pour une proteine ou un polypeptide d'interet. Parmi 
les pi^duits d'interet au sens de la presente invention, on peut citer plus 
particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones telles 
que I'hormone de croissance, les cytokines, les lymphokines : interleukines, 
interferons, TNF, etc. (Brevet francais n° 92 03120), les facteurs de 
croissance, par exemples les facteurs angiogeniques tels que les VEGF ou 
FGF, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese 
(Tyrosine hydroxylase: TH), les facteurs trophiques, en particulier 
neurotrophiques pour le traitement des maladies neurodegeneratives, des 
traumatismes ayant endommage le systeme nerveux, ou des 
degenerescences retiniennes : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF aFGF, NT3, 
NT5, HARP/pleiotrophine, ou les facteurs de croissance osseuse, les 
facteurs hematopoTetiques, etc., la dystrophine ou une minidystrophine 
(brevet francais n° 91 1 1947), les genes codant pour des facteurs impliques 
dans la coagulation : facteurs VII, VIII, IX, les genes suicides (thymidine 
kinase, cytosine deaminase), les proteines impliquees dans le cycle 
cellulaire comme p21, ou autres proteines inhibitrices des kinases 
dependantes, Rb, Gas-1, Gas-6, Gas-3, Gad 45, Gad 153, les cyclines A, 
B, D, ou encore la proteine GAX limitant la proliferation des cellules dans 
les muscles lisses (traitement de la restenose), les proteines induisant 
I'apoptose ou d'autres suppresseurs de tumeurs comme p53, Bax, BclX-s, 
Bad ou tout autre antagoniste de Bcl2 et de BclX-1, les genes de 
I'hemoglobine ou d'autres transporters proteiques, les genes 
correspondant aux proteines impliquees dans le metabolisme des lipides, 
de type apolipoproteine choisie parmi les apolipoproteines A-l, A-ll, A-IV, B, 
C-l, C-ll, C-lll, D, E, F, G, H, J et apo(a), les enzymes du metabolisme 
comme par exemple la lipoproteine lipase, la lipase hepatique, la lecithine 
cholesterol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol hydroxylase, la 
phosphatidyl acide phosphatase, ou encore des proteines de transfert de 
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lipides comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la 
proteine de transfert des phospholipides, une proteine de liaison des HDL 
ou encore un recepteur choisi parmi les recepteurs aux LDL, les recepteurs 
des chylomicrons-remnants et les recepteurs scavenger, etc. 

5 Parmi les produits d'interet il est important de souligner les 

anticorps, les fragments variables d'anticorps simple chame (ScFv) ou tout 
autre fragment d'anticorps possedant des capacites de reconnaissance 
pour son utilisation en immunotherapie, par exemple pour le traitement des 
maladies infectieuses, des tumeurs (anticorps anti-RAS, anti-p53 ou anti- 

10 GAP), des maladies autoimmunes telles que la sclerose en plaques 
(anticorps antiidiotype). 

D'autres proteines d'interet sont, de fagon non limitative, des 
recepteurs solubles, comme par exemple le recepteur CD4 soluble ou le 
recepteur soluble du TNF pour la therapie anti-HIV, le recepteur soluble de 

is ['acetylcholine pour le traitement de la myasthenie ; des peptides substrats 
ou inhibiteurs d'enzymes, ou bien des peptides agonistes ou antagonistes 
de recepteurs ou de proteines d'adhesion comme par exemple pour le 
traitement de I'asthme, de la thrombose et de la restenose : des proteines 
artificielles, chimeriques ou tronquees. Parmi les hormones d'interet 

20 essentiel, on peut citer I'insuline dans le cas du diabete, I'hormone de 
croissance et la calcitonine. 

L'acide nucleique peut egalement etre un gene ou une sequence 
antisens, dont Texpression dans la cellule cible permet de controler 
Texpression de genes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles 

25 sequences peuvent, par exemple, etre transcrites dans la cellule cible en 
ARN complementaire d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en 
proteine, selon la technique decrite dans le brevet europeen n° 140 308. 
Les genes therapeutiques comprennent egalement les sequences codant 
pour des ribozymes, qui sont capables de detruire selectivement des ARN 

30 cibles (brevet europeen n° 321 201). 
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L'acide nucleique peut egalement comporter un ou plusieurs 
genes codant pour un peptide antigenique, capable de generer chez 
I'homme ou I'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de 
mise en oeuvre, I'invention permet done la realisation soit de vaccins, soit 
de traitements immunotherapeutiques appliques a I'homme ou a I'animal, 
notamment contre des microorganismes, des virus ou des cancers. II peut 
s'agir notamment de peptides antigeniques specifiques du virus d'Epstein 
Barr, du virus HIV, du virus de I'hepatite B (brevet Europeen N° 185 573), 
du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus", d'autres virus ou 
encore d'antigenes specifiques de tumeurs comme les proteines MAGE 
(brevet Europeen n° 259 212). 

L'acide nucleique peut egalement coder pour un produit toxique 
pour les cellules, notamment une toxicite conditionnelle (i.e., thymidine 
kinase, cytosine desaminase, etc.). 

D'autres genes presentant un interet ont ete notamment decrits 
par Mc Kusick, V.A. Mendelian (Inheritance in man, catalogs of autosomal 
dominant, autosomal recessive, and X-linked phenotypes, Eighth edition. 
John Hopkins University Press (1988)), et dans Standbury, J. B. et al. (The 
metabolic basis of inherited disease, Fifth edition. McGraw-Hill (1983)). Les 
genes d'interet recouvrent les proteines impliquees dans le metabolisme 
des acides amines, des lipides et des autres constituants de la cellule. 

D'autre part, la region b) peut egalement comprendre, en 3' de 
l'acide nucleique d'interet, un terminateur transcriptionnel. Enfin, l'acide 
nucleique peut comporter plusieurs regions codantes, eventuellement 
separees par une IRES, permettant la production de plusieurs produits 
d'interet. 

Les constructions selon ('invention etant particulierement 
adaptees a la regulation de I'expression dans le systeme nerveux, les 
acides nucleiques d'interet codent plus particulierement des 
neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese 
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(Tyrosine hydroxylase: TH), des facteurs trophiques, en particulier 
neurotrophiques pour le traitement des maladies neurodegeneratives, des 
traumatismes ayant endommage le systeme nerveux, ou des 
degenerescences retiniennes. 

Dans un mode de realisation particulier, I'invention concerne un 
acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend : 

a) une premiere region comprenant un acide nucleique codant 
pour le transactivateur du systeme de regulation par la tetracycline (tTA) 
sous controle du promoteur du gene PGK, et, 

b) une deuxieme region comprenant un acide nucleique d'interet, 
notamment codant pour la tyrosine hydroxylase humaine, sous controle du 
promoteur CMV minimal modifie de fagon a inclure 1 a 10, de preference 3 
a 8, notamment 7 sequences tetOp. 

c) une troisieme region comprenant une sequence UMS, 

et en ce que les deux regions a) et b) sont disposees dans la meme 
orientation transcriptionnelle. 

L'acide nucleique de I'invention peut etre de I'ADN comme de 
I'ARN. II peut s'agir plus particulierement d'un ADN genomique (ADNg) ou 
complementaire (ADNc). Les acides nucleiques de I'invention peuvent etre 
prepares selon les techniques bien connues de I'homme du metier, 
impliquant par exemple la synthese d'acides nucleiques, le criblage de 
banques, la ligation, les coupures enzymatiques, ('amplification, le clonage, 
etc. comme illustre dans les exemples (voir Maniatis et al.). Ainsi, les 
differentes regions a), b) et c) peuvent etre preparees separement, puis 
assemblies de maniere fonctionnelle, c'est-a-dire dans la meme orientation 
transcriptionnelle. L'espace entre les regions a) et b) peut etre variable 
sans que cela nuise a I'efficacite des constructions de I'invention. Ainsi, ces 
regions peuvent etre separees de 0 a 3000 pb par exemple, plus 
generalement de 0 a 1000 pb, avantageusement de moins de 500 bp. 
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Cette distance entre les regions a) et b) est generalement determinee par 
la longueur de la region c) (lorsqu'elle est presente) et par la capacite de 
clonage du vecteur utilise. Elle peut etre aisement adaptee par rhomme du 
metier. Les acides nucleiques de I'invention peuvent comprendre des 
elements d'origine variee, notamment provenant d'acides nucleiques 
procaryote, eucaryote (animal, vegetal, viral, etc.), synthetique ou semi- 
synthetique. 

La presente invention a egalement pour objet tout vecteur 
comprenant un acide nucleique tel que defini ci-avant. II peut s'agir de tout 
vecteur connu de rhomme du metier, tel que par exemple un plasmide, 
cosmide, phage, YAC, HAC, transposon, episome, virus, etc. Un type de 
vecteurs prefere selon I'invention est represents par les vecteurs viraux, 
tels que par exemple les adenovirus, les AAV, virus de I'herpes, de la 
vaccine, ou encore certains retrovirus (notamment les lentivirus). II s'agit 
encore plus preferentiellement d'un virus ayant un tropisme pour les 
cellules nerveuses, notamment les progeniteurs de cellules nerveuses. A 
cet egard, un vecteur particulierement prefere dans le cadre de la presente 
invention est un adenovirus. 

Les adenovirus utilises pour la mise en oeuvre de la presente 
invention sont avantageusement des adenovirus recombinants defectifs, 
c'est-a-dire dont le genome comprend un acide nucleique heterologue et 
qui sont incapables de replication autonome dans les cellules. Plus 
preferentiellement, les adenovirus de I'invention sont defectifs pour tout ou 
partie des regions E1 et E3 au moins. 

II peut s'agir egalement d'adenovirus recombinants defectifs de 
3eme generation, c'est-a-dire defectifs pour les regions E1 et E4, en tout ou 
en partie, et eventuellement pour la region E3. 

Des variantes particulieres de I'invention sont constitutes par 
I'utilisation d'adenovirus portant des deletions affectant tout ou une partie 
fonctionnelle des regions suivantes : 
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- E1 , E4 et E3, 

- E1 , E4 et E2, 

- E1 , E4, E2 et E3, 

- les regions ci-dessus ainsi que tout ou partie des genes 
codant pour les fonctions tardives de I'adenovirus (L1 a L5), ou encore, 

- I'ensemble des regions virales codantes. 

La structure genomique des adenovirus a ete largement decrite 
dans la litterature. A cet egard, le genome de I'adenovirus Ad5 a ete 
entierement sequence et est accessible sur base de donnees (voir 
notamment GeneBandk M73260). De meme, des parties, voire la totalite 
d'autres genomes adenoviraux (Ad2, Ad7, Ad12, adenovirus canin CAV-2, 
etc.) ont egalement ete sequencees. De plus, la construction d'adenovirus 
recombinants defectifs a aussi ete decrite dans la litterature. Ainsi, les 
demandes WO 94/28152, WO 95/02697 et WO 96/22378 par exemple, 
decrivent differentes deletions dans les regions E1 et E4. De meme, la 
demande WO 96/10088 decrit des vecteurs portant une modification au 
niveau du gene Iva2, la demande WO 94/26914 decrit des adenovirus 
d'origine animale, la demande WO 95/29993 decrit des deletions portant 
sur la region E2 de I'adenovirus. 

Avantageusement, I'adenovirus recombinant utilise dans le cadre de 
I'invention comprend une deletion dans la region E1 de son genome 
affectant les regions E1a et E1b. A titre d'exemple precis, on peut citer des 
deletions affectant les nucleotides 454-3328; 382-3446 ou 357-4020 (par 
reference au genome de PAd5). 

D'autre part, la deletion dans la region E4 affecte preferentiellement 
I'ensemble des phases ouvertes, telles que par exemple les deletions 
33466-35535 ou 33093-35535 ou une partie seulement de la region E4 
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(ORF6 ou ORF3 par exemple), comme decrit dans les demandes 
WO95/02697 et W096/22378, incorporees a la presente par reference. 

Concernant les adenovirus depourvus en plus des fonctions tardives 
(vecteur "minimum") ou de I'ensemble des regions codantes (vecteur 
"gutless"), leur construction a ete decrite par exemple par Parks et al. 
PNAS 93 (1996) p. 13565 et Lieber et al., J. Virol. 70 (1996) p. 8944. 

Les acides nucleiques de I'invention peuvent etre inseres en 
differents sites du genome adenoviral recombinant, lis peuvent etre inseres 
au niveau de la region E1, E3 ou E4, en remplacement des sequences 
deletees ou en surplus. Ms peuvent egalement etre inseres en tout autre 
site, en dehors des sequences necessaires en cis a la production des virus 
(sequences ITR et sequence d'encapsidation). 

Par ailleurs, les adenovirus recombinants peuvent etre d'origine 
humaine ou animale. Concernant les adenovirus d'origine humaine, on peut 
citer preferentiellement ceux classes dans le groupe C, en particulier les 
adenovirus de type 2 (Ad2), 5 (Ad5) ; ou les adenovirus 7 (Ad7) ou 12 
(Ad12). Parmi les differents adenovirus d'origine animale, on peut citer 
preferentiellement les adenovirus d'origine canine, et notamment toutes les 
souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par exemple]. D'autres adenovirus d'origine animale sont cites 
notamment dans la demande W094/26914 incorporee & la presente par 
reference. 

Les adenovirus recombinants sont produits dans une lignee 
d'encapsidation, c'est-&-dire une lignee de cellules capables de 
complementer en trans une ou plusieurs des fonctions deficientes dans le 
genome adenoviral recombinant. Parmi les lignees d'encapsidation 
connues par I'homme du metier, on peut citer par exemple la lignee 293 
dans laquelle une partie du genome de I'adenovirus a ete integree. Plus 
precisement, la lignee 293 est une lignee de cellules embryonnaires 
humaines de rein contenant I'extremite gauche (environ 11-12 %) du 
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genome de 1'adenovirus serotype 5 (Ad5), comprenant I'lTR gauche, la 
region d'encapsidation, la region E1, incluant E1a et E1b, la region codant 
pour la proteine pIX et une partie de la region codant pour la proteine 
plVa2. Cette lignee est capable de trans-complementer des adenovirus 
recombinants defectifs pour la region E1 , c'est-a-dire depourvus de tout ou 
partie de la region E1, et de produire des stocks viraux ayant des titres 
eleves. Cette lignee est egalement capable de produire, a temperature 
permissive (32°C), des stocks de virus comportant en outre la mutation E2 
thermosensible. D'autres lignees cellulaires capables de complementer la 
region E1 ont ete decrites, basees notamment sur des cellules de 
carcinome de poumon humain A549 (W094/28152) ou sur des 
retinoblastes humains (Hum. Gen. Ther. (1996) 215). Par ailleurs, des 
lignees capables de trans-complementer plusieurs fonctions de I'adenovirus 
ont egalement ete decrites. En particulier, on peut citer des lignees 
complementant les regions E1 et E4 (Yen et al M J. Virol. Vol. 70 (1996) pp 
559-565; Cancer Gen. Ther. 2 (1995) 322 ; Krougliak et al., Hum. Gen. 
Ther. 6 (1995) 1575) et des lignees complementant les regions E1 et E2 
(W094/28152, WO95/02697, WO95/27071) ou des lignees derivees de 
celles-ci utilisables pour produire des adenovirus minimum, en particulier 
parce qu'elles expriment en outre une activite de recombinase site- 
specifique impliquee dans la construction de tels virus. 

Les adenovirus recombinants sont habituellement produits par 
introduction de I'ADN viral dans la lignee d'encapsidation, suivie d'une lyse 
des cellules apres environ 2 ou 3 jours (la cinetique du cycle adenoviral 
etant de 24 a 36 heures). Pour la mise en oeuvre du procede, I'ADN viral 
introduit peut etre le genome viral recombinant complet, eventuellement 
construit dans une bacterie (WO96/25506) ou dans une levure 
(WO95/03400), transfecte dans les cellules. II peut egalement s'agir d'un 
virus recombinant utilise pour infecter la lignee d'encapsidation. L'ADN viral 
peut aussi etre introduit sous forme de fragments portant chacun une partie 
du genome viral recombinant et une zone d'homologie permettant, apres 
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introduction dans la cellule d'encapsidation, de reconstituer le genome viral 
recombinant par recombinaison homologue entre les differents fragments. 

Apres la lyse des cellules, les particules virales recombinantes 
peuvent etre isolees par toute technique connue telle que la centrifugation 
en gradient de chlorure de cesium ou la chromatographie. Une methode 
alternative a ete notamment decrite dans la demande FR 9608164 
incorporee a la presente par reference. 

Un autre objet de I'invention concerne une composition 
comprenant un vecteur tel que defini ci-avant, de preference un adenovirus 
recombinant defectif tel que defini ci-avant. Dans ce mode de realisation, 
les compositions selon I'invention peuvent comprendre des quantites 
variables d'adenovirus recombinants, aisement adaptables par I'homme du 
metier en fonction des applications envisagees (in vitro, ex vivo ou in vivo, 
par exemple). Generalement, les compositions comprennent de Tordre de 
10 5 a 10 15 p.v. d'adenovirus recombinant, de preference de 10 7 a 10 12 p.v. 
Le terme p.v. correspond au nombre de particules virales presentes dans 
les compositions. 

Les vecteurs et compositions de Tinvention peuvent etre utilises 
soit directement in vitro ou in vivo pour le transfert et I'expression regulee 
d'acides nucleiques dans les cellules, soit encore pour Introduction 
d'acides nucleiques dans les cellules en vue de leur implantation (ou greffe) 
in vivo. 

Un autre objet de I'invention concerne toute cellule comprenant 
un acide nucleique ou un vecteur tels que definis ci-avant. 
Preferentiellement, il s'agit d'une cellule mammifere, de preference 
humaine. Dans un mode particulierement prefere, il s f agit d'une cellule 
nerveuse, notamment d'une cellule nerveuse progenitrice. Un telle 
population de cellules est par exemple la cellule progenitrice nerveuse 
humaine telle que decrite par Buc et al. (Neurobiol.Dis. 2 (1995) 37). 
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A cet egard, un mode de realisation particulier de l'invention 
comprend une cellule nerveuse genetiquement modifiee par un adenovirus 
recombinant comprenant un acide nucleique tel que defini ci-avant. 

L'invention concerne egalement toute composition comprenant 
des cellules telles que decrites ci-dessus. 

L'invention concerne encore ('utilisation d'un acide nucleique ou 
d'un vecteur ou d'une composition tels que decrits ci-avant, pour la 
preparation d'une composition destinee a exprimer un acide nucleique 
d'interet in vivo. 

L'invention concerne aussi I'utilisation d'un acide nucleique ou 
d'un vecteur ou d'une composition tels que decrits ci-avant, pour la 
preparation d'une composition destinee a exprimer un acide nucleique 
d'interet dans le systeme nerveux in vivo. 

Dans un mode particulier, l'invention concerne une methode 
pour I'expression regulee d'acides nucleiques dans le systeme nerveux 
comprenant I'implantation, dans le systeme nerveux d'un sujet, d'une 
cellule telle que definie ci-dessus, et le controle de I'expression par 
administration au sujet de tetracycline ou d'un analogue de tetracycline. 

Les compositions de l'invention peuvent se presenter sous 
differentes formes, telles que solutions, gels, poudre, etc. Elles sont 
generalement sous forme de solutions, preferentiellement steriles, telles 
que par exemple des solutions salines (phosphate monosodique, 
disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou 
des melanges de tels sels), isotoniques, ou de compositions seches, 
notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de 
serum physiologique, permettent la constitution de solutes. D'autres 
excipients peuvent etre utilises tels que par exemple un hydrogel. Cet 
hydrogel peut etre prepare a partir de tout polymere (homo ou hetero) bio- 
compatible et non cytotoxique. De tels polymeres ont par exemple ete 
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decrits dans la demande WO93/08845. En outre, les compositions selon 
('invention peuvent etre conditionnees dans tout type de dispositif adapts, 
tel que fiacon, tube, ampoule, poche, seringue, ballonet, etc. 

Comme indique ci-avant, les compositions de I'invention peuvent 
etre utilisees in vitro, ex vivo ou in vivo. 

Pour une utilisation in vitro ou ex vivo, les cellules peuvent etre 
simplement incubees, dans tout dispositif approprie (plaque, boTte, poche, 
etc.) en presence d'une composition de vecteur telle que decrite ci-avant. 
Pour ce type duplication, les compositions comprenant des adenovirus 
peuvent etre utilisees k des multipliers defection (MO!) comprises entre 
10 et 5000 p.v. par cellule, par exemple, de preference entre 100 et 2000. 

Pour une utilisation in vivo, les compositions de Tinvention peuvent 
etre formul6es en vue d'une administration par voie topique, orale, 
parenteral, intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, 
intraoculaire, transdermique, intratumorale, etc. Dans cette application, 
notamment pour des compositions cellulaires, les compositions utilisees 
comprennent avantageusement de 10 4 a 10 6 cellules, plus 
preferentiellement de 10 5 a 10 6 cellules. En outre, les compositions 
implantees comprennent preferentiellement des cellules en densite elevee 
(environ 10 5 a 10 6 par pi). Les resultats presentes dans les exemples 
montrent en effet que Tutilisation de cellules a haute densite favorise la 
prise de la greffe et la survie des cellules greffees. D'autre part, pour 
favoriser encore plus la survie des greffes in vivo, il est egalement possible 
d'administrer, de maniere simultanee ou prealable (voire posterieure), un 
ou plusieurs composes/traitement immunosuppresseur (Neuroscience 78 
(1997) 685). 

A cet egard, invention concerne egalement une methode pour 
le transfert d'un acide nucleique in vivo comprenant Tadministration d'une 
composition telle que decrite ci-avant. ^invention peut etre utilisee par 
exemple chez Tanimal, pour la creation de modeles pathologiques, ou 
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I'etude de la regulation de genes, ou egalement chez I'homme, dans des 
etudes de marquage, de biodisponibilite, ou a des fins medicates. 

Pour la regulation de I'expression, les compositions de Pinvention 
comprennent avantageusement de la tetracycline ou tout analogue de 

5 tetracycline, capable d'agir sur I'activite du transactivateur tTA. Un tel 
analogue est constitue par exemple par la doxycycline (Kistner et al., PNAS 
93 (1996) 10933). D'autres analogues utilisables dans la presente invention 
ont ete decrits par exemple par Alvarez et al. (Gene Ther. 4 (1997) 993), 
incorporee a la presente par reference. Les doses d'analogues peuvent 

10 etre aisement adaptees par Thomme du metier en fonction de I'analogue et 
des constructions utilisees. A titre indicatif, des doses de 0,1 ng/ml de 
doxycycline sont suffisantes in vitro pour bloquer totalement I'expression de 
Tacide nucleique dans les constructions de ['invention. 

La presente invention est particulierement adaptee au traitement 

is (i.e., a la diminution partielle ou complete) de maladies neurodegeneratives 
telles que notamment la maladie de Parkinson (MP). La MP est une 
maladie caracterisee par la perte progressive des neurones 
dopaminergiques dans la substance noire. Un traitement a la L-DOPA est 
effectue pour tenter de controler les symptomes de la maladie, mais son 

20 efficacite decroTt avec la progression de la maladie. La presente demande 
offre une alternative avantageuse pour le traitement de cette pathologie, 
par I'introduction d'un gene (Tyrosine hydroxylase, TH), implique dans la 
synthese de dopamine in vivo. Les experiences realisees par traitement 
pharmacologique a long terme avec des composes dopaminergiques ont 

25 montre que ces traitements induisent un effet non regule generalise, 
conduisant dans la plupart des cas a des fluctuations tres genantes de la 
reponse des neurones moteurs. La presente invention est particulierement 
adaptee a ce type de situation puisqu f elle permet un controle fin et local de 
la synthese de L-DOPA, qui sont essentiels a Tobtention d'une reponse 

30 moteur reproduisant physiologiquement les mecanismes complexes de la 
stimulation dopaminergique. 
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La presente demande sera decrite plus en details a I'aide des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

LEGEMDE DES FIGURES 

Figure 1 : Representation de la structure du genome d'un adenovirus 
comprenant un acide nucleique selon I'invention. Les sequences terminales 
repetees inversees (ITR) et la sequence d'encapsidation (vy) sont 
indiquees. pIX represente la sequence codant pour la proteine adenoviral 
IX. 

Figure 2 : Panneau (a) : Infection de progeniteur nerveux humain avec 
I'adenovirus AdPGK.tet.hTH-1 a differentes MOIs. Les valeurs indiquees 
sont des moyennes de quatre experiences. 

Panneaux (b) et (c) : Production in vitro de TH dans des 
progeniteurs nerveux humains, mesuree par immunocytochimie sept jours 
apres infection MOI = 140. Panneau (b) sans traitement, panneau (c) apres 
traitement en presence de doxycycline (10ng/ml) immediatement apres 
infection et jusqu'au jour 7. Les agrandissements sont 360 (panneau (b)) et 
220 (panneau (c)). 

Figure 3 : Cinetique de la disparition (a) et de la reprise (b), de I'activite 
hTH dans des cultures infectees avec I'adenovirus AdPGK.tet.hTH1 (MOI = 
40) apres addition (a) ou retrait (b) de doxycycline (5ng/ml) au jour 0 (5,5 
jours apres infection). L'activite hTH dans les cultures non traitees au jour 0 
a ete determinee comme 100%. (c) Effet de differentes doses de 
doxycycline sur ('expression de hTH determinee au jour 1 1 apres infection. 
Les valeurs sont des moyennes de 4 experiences au moins. 

Figure 4 : Immunoreactivite a la TH dans les greffes intrastriatales de 
progeniteurs nerveux humains infectes avec I'adenovirus AdPGK.tet.hTH-1 
(MOI = 40) mesuree par immunohistochimie anti-TH sur des sections 
cryostatees de cerveaux de 15pm (a) animaux non traites et (b) un animal 




WO 00/28062 22 PCT/FR99/02752 

traite quotidiennement avec la doxycycline. Le marquage violet (a) (b) 
revele la presence de cellules humaines hybridant avec la sonde alu 
marque a la digoxygenine consecutivement a Tincubation avec un anticorps 
anti-digoxygenine couple a la phosphatase alcaline et coloration 
5 subsequente avec un substrat specifique. Agrandissement 1 1 0. 

Figure 5 : Immunoreactivite TH dans les greffes de progeniteurs nerveux 
humains infectees avec I'adenovirus AdPGK.tet.hTH1 (MOI = 40) mesuree 
par immunohistochimie anti-TH et hybridation in situ en utilisant un 
oligonucleotide antisens specifique de la HTH-1 marque au souffre 35 sur 
10 des sections de cerveaux cryostatees de 15 pm de (a) un animal non traite 
et (b) un animal traite quotidiennement avec la doxycycline. Les coupes ont 
ete contremarques avec du violet cresyl. Agrandissement 450. 

Figure 6 : Sequence nucleotidique du gene tTA (A) ; de la sequence UMS 
(B) ; de la sequence Op (C) et du promoteur minimal CMV (D). 

15 EXEMPLES 

I - Materiels et Methodes 

1. Construction de ['adenovirus AdPGK. Tet. HTH-1. 

Un fragment d'ADN comprenant la sequence codant pour le transactivateur 
du systeme de regulation par la tetracycline (tTA) et pour le promoteur 

20 minimum du cytomegalovirus humain (PhCMV) a ete excise a partir du 
plasmide pUMS-luc (Corti et al. Neuroreport 7 (1996) 1655) par digestion 
avec les enzymes Xhol et Seal et insere dans le plasmide navette 
pCMVIuclX (fourni par M.C. Geoffroy) digere par les enzymes Bglll/Clal. Le 
vecteur ptetlX a ainsi ete obtenu. Un fragment Bglll/Hindlll contenant le 

25 cDNA de la tyrosine hydroxylase I humaine (hTH-1) (Grima B. et al. Nature 
1987, 326:707-711) suivi du signal de polyadenylation du virus SV40 a ete 
insere entre les sites Clal et EcoRV du vecteur ptetlX, generant ainsi le 
vecteur ptetlXhTH-1. Le promoteur precoce immediat du cytomegalovirus 
humain (phCMV) controlant Texpression de tTA dans le vecteur ptetlXhTH 
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a ete remplace par le promoteur ubiquitaire murin du gene de la 
phosphoglycerate kinase (PGK) (Adra et al., Gene 1987; 60-65). Un 
fragment Xhol/Spll, contenant le promoteur PGK a ete ligature entre les 
sites Spel et Spll du vecteur ptetlXhTH-1 pour generer le plasmide 
5 pPGKtetlXhTH-1. Pour les recombinaisons homologues (Stratford et al. J. 
Clin. Invest. (1992) 626) le vecteur pPGKtetlXhTH-1 a ete linearise avec 
Xmnl et cotransfecte avec le grand fragment Clal de I'adenovirus Adpgal 
dans la lignee 293 transcomplementant la region E1. L'adenovirus 
recombinant AdPGK.tet.hTH-1 a ete purifie deux fois par essai sur plaque. 
10 Un stock viral a ete obtenu par amplification sur les cellules 293, 
purification sur gradient et chlorure de Cesium puis sur colonne Sephadex. 
Le titre viral determine par titration sur plaque sur des cellules 293 est de 
3,5x1 0 10 pfu/ml. 

2- Generatio n et culture de cellules proaeniteurs nerveuses 

is humaines. 

Des cultures primaires de cerveaux embryonnaires humains ont ete 
obtenues et prppagees in vitro dans un milieu sans serum supplements par 
du FGF basique comme decrit precedemment (Buc et al., Neurobiol. 10 
(1995)37). 

20 

3. Infection des cellules proaeniteurs nerveuses humaines . 

Pour les etudes in vitro, les cellules ont ete ensemencees sur des plaques 
de culture de tissus a 12 puits a une densite de 6 a 7x1 0 5 cellules par puits 
et incubees avec le virus a la multiplicity defections (MOI) choisie dans 
25 400 pi d'un milieu defini depourvu de serum (DS-FM). Apres 6 heures les 
surnagenants sont elimines et remplaces par un volume equivalent de DS- 
FM. A differents temps apres I'infection, les cellules sont recoltees et 
centrifugees (4000 RPM, 5 min) et les culots sont congeles a -80°C pour 
les essais enzymatiques (Reinhardt et al., life sciences, (1986) 21-85). 
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Pour les transplantations, les cellules ont ete ensemencees sur des 
plaques de cultures de tissus de 6 cm de diametre a une densite de 5x1 0 6 
cellules par plaque et incubees avec le virus AdPGK.tet.hTH-1 a une MOI 
de 40 pfu par cellule pendant 6 heures. Le jour apres I'infection, les cellules 
5 ont ete recoltees comme decrit precedemment (Sabate et al., Nature 
Genetics, 9 (1995) 256), resuspendues dans du milieu DS-FM a une 
densite de 4x1 0 5 cellules par pi et conservees sur de la glace pendant 
toutes les operations de greffes. 

4. Lesions et greffes intracerebrales. 

io Cinq a six semaines avant les greffes intracerebrales, de la 6- 
hydroxydopamine (6-OHDA) a ete injectee de maniere stereotaxique dans 
le trajet dopaminergique mesostriatal gauche ascendant de rat adulte 
Sprague-Dawley (Chaarles-River), comme decrit precedemment (Horellou 
et al., Neuron 5 (1990), 393). Seize rats ont ete implantes sous anesthesie 

15 avec 800mI par kg d'un melange dans un rapport 1:1 de ketamine (UVA) et 
de Rompun (Bayer). Un pi de suspension cellulaire a ete injecte en utilisant 
une seringue Hamilton de 10 pi dans chacun des deux sites du striatum 
lese aux coordonnees stereotaxiques suivantes : + 0,7 anterieur de la 
bregma (AB), + 2,5 lateral de la ligne centrale (LM), 5 ventral sur la surface 

20 durale (V) et +1 ,5 AB, -2,5 LM, 5V (barre de depart fixee a 0). Les animaux 
ont ete injectes quotidiennement avec 10 mg par kg de cyclosporine. 

5. Hybridation in situ et immunohvstochimie 

Quatre semaines apres Timplantation, les animaux ont ete perfuses comme 
decrits precedemment (Sabate et al. precite). Les cerveaux ont ete 
25 recuperes, fixes dans 4 % de pfa, conserves en milieu PBS, 20% de 
sucrose. Ulterieurement, des sections de 15 pm ont ete obtenues. 



Les cellules humaines ont ete detectees par hybridation en utilisant une 
amorce alu specifique de Thomme marquee avec des nucleotides tagges a 
la digoxigenine (S'-XngCAgTgAgCCgAgATCgCgCC-S 1 ). Apres une etape 
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de denaturation initiate (20 minutes dans 95% de formamide, 0,1 X SSC a 
75°, sous agitation), des coupes ont ete traitees comme decrit 
precedemment (Dumas et al., J. Chem. Neuroanat. 5 (1992) 11). L' ARN de 
la TH-1 humaine a ete detecte dans les greffes par hybridation in situ avec 
5 un o^onucleotide marque au souffre 35 dirige contre I'exon 1 de la TH 
humaine (5'-TgCCTgCTTggCgTCCAgCTCAgACA-3'). Les conditions 
d'hybridation sont identiques a celles decrites par Laniece et al. (J. 
Neurochem. 66 (1996) 1819). Pour I'immunohistochimie, les coupes ont ete 
traitees selon les techniques standard. 

10 II - Resultats 

1- Generation d'un adenovirus codant la TH-1 humaine sous le 

controle d'un svsteme de regulation selon I'invention (AdPGK.tet.hTH-1). 

Pour obtenir une expression regulee du transgene hTH-1 a partir d'un seul 
vecteur adenoviral, le systeme de regulation negatif a la tetracycline tet-off 

is initialement base sur ('utilisation de deux vecteurs a ete modifie. Le 
transactivateur tTA sensible a la tetracycline et I'ADNc de la TH-1 humaine 
ont ete inseres dans un squelette d'adenovirus Ad5 delete pour les regions 
E1 et E3. Dans le vecteur AdPGK.tet.hTH-1 , 1'expression de tTA est sous le 
controle du promoteur ubiquitaire du gene murin de la phosphoglyc6rate 

20 kinase (PGK), alors que la transcription de la TH humaine est controlee par 
un promoteur minimun sensible au tTA (le promoteur CMV). La sequence 
UMS a ete inseree entre le tTA et le promoteur CMV pour limiter les 
interferences transcriptionnelles entre les deux unites de transcription. 

2. Infection de progeniteurs nerveux humain avec 

25 AdPGK.tet.hTH-1 : expression reoulee in vitro. 

Pour determiner si I'adenovirus AdPGK.tet.hTH-1 pouvait conduire a une 
synthese de TH active dans les progeniteurs nerveux humains, des cellules 
ont ete infectees a differentes multiplicites d'infection (figure 2a). Les 
resultats obtenus montrent que I'activite TH dans les cellules infectees 
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augmente en fonction de la dose de vecteurs utilisee ce qui demontre que 
('adenovirus AdPGK.tet.hTH-1 est fonctionnel. 

La possible de controler I'expression du gene hTH-1 avec la doxycycline a 
ete etudiee dans les cellules infectees par I'adenovirus. Lorsque 
5 I'antibiotique a ete ajoute (10ng/ml) au milieu de culture immediatement 
apres I'infection, aucune activite TH n'a pu etre mise en evidence a aucun 
moment, meme a la plus forte dose de virus. De plus, aucune cellule 
presentant une immunoreactivite TH n'a ete identifiee (figure 2b et 2c). 

La possibility que I'expression du gene puisse egalement etre arretee 
10 ulterieurement dans les cellules exprimant deja le transgene a ensuite ete 

testee. Pour cela la doxycycline a ete ajoutee au milieu de culture 5,5 jours 

apres I'infection, lorsque I'activite TH etait deja detectable dans les cellules. 

Les resultats obtenus montrent que Tactivite enzymatique decroTt 

progressivement et disparart presque totalement 5,5 jours apres ('addition 
is de doxycycline (figure 3a). Ainsi, la transcription du gene TH-1 dans les 

conditions de Tinvention dans des progeniteurs nerveux humains peut etre 

regulee negativement de maniere tres efficace. 

Pour tester s'il est possible d'induire a nouveau une activite du transgene, 
I'activite TH a ete suivie apres retrait de la doxycycline du milieu de culture 
20 des cellules infectees (figure 3d). Les resultats obtenus montrent que 
I'activite TH augmente progressivement dans les cellules ce qui indique que 
Inhibition a la doxycycline du transgene est reversible. 

Pour determiner la dose minimum d'antibiotique requise pour inhiber 
I'expression du gene, les cellules ont ensuite ete incubees avec des 
25 concentrations variables de doxycycline immediatement apres I'infection 
(figure 3c). Une concentration de 0,1 ng/ml est suffisante pour empecher 
I'apparition de I'activite TH alors que la dose de 0,01 ng/ml une activite TH 
peut etre detectee. 
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Transplantation dans le cerveau de proaeniteurs nerveux 



humains infectes avec I'adenovirus AdPGKtet.hTH-1 : controle de 
Expression in vivo. 

Cet exemple met en evidence la capacity du systeme de ('invention et 
5 notamment des cellules progeniteurs nerveuses humaines infectees par 
I'adenovirus de medier une expression de TH humaine in vivo, et 
egalement la capacite du systeme de Tinvention de reguler cette expression 
in vivo notamment par la doxycycline. Les cellules ont ete infectees avec 
I'adenovirus AdPGK.tet.hTH-1 puis implantees dans le striatum de rats 

10 ayant subi une lesion unilaterale de la voie dopaminergique provoquee par 
1'injection de la toxine 6-OHDA. Pour faciliter la prise de la greffe, un 
nombre important de cellules (8x1 0 5 ) suspendu a haute densite (4x10 5 /pl) a 
ete greffe & chaque animal. Apres la greffe, les animaux ont ete soit non 
traites (n = 8) ou traites (n = 8) quotidiennement avec la doxycycline 

is (1mg/ml dans I'eau). Quatre semaines apres la greffe, les rats ont ete 
sacrifies et les cerveaux analyses pour Expression de la TH. 

Tous les cerveaux testes contiennent des greffes viables de cellules 
humaines comme demontre par hybridation in situ avec une sonde 
oligonucleotidique dirige contre la sequence alu repetee specifique de 
20 Thomme (figure 4a). Aucune difference dans la taille ou dans Taspect des 
greffes n'a ete observee entre les animaux traites et les animaux non 
traites a la doxycycline. 

Les greffes dans les animaux non traites presentent une immunoreactivite 
TH importante (figure 4a). Le nombre de cellules exprimant la TH dans les 
25 greffes a ainsi ete estime entre 5 et 10%. Un pourcentage similaire de 
cellules ayant ete remis en culture apres la greffe dans un milieu sans 
serum pendant six jours presentent egalement une immunoreactivite TH. 
Ces resultats montrent clairement, Pexpression du gene in vivo, dans les 
memes conditions que in vitro. 
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En revanche, aucune cellule immunoreactive a la TH n'a ete detectee dans 
aucun des animaux greffes ayant regu la doxycyciine (figure 4b). De ce fait, 
la doxycyciine inhibe efficacement I'apparition de quantite de TH detectable 
par immunohistochimie dans les greffes. 

Pour etablir si I'effet de la doxycyciine reflete un controle etroit de 
I'expression genetique au niveau transcriptionnel, une hybridation in situ a 
ete realisee sur des coupes en utilisant un oligonucleotide specifique de 
TARN messager de la TH-1 . Les greffes dans les animaux non traites ont 
ete marquees de maniere tres importante. Le marquage etait co-localise 
avec les cellules immunoreactives (figure 5a). En revanche, aucun 
marquage specifique n'a ete detecte dans les greffes des animaux traites 
(figure 5b). 

En conclusion, il peut etre dit que la doxycyciine inhibe efficacement la 
transcription du transgene dans le systeme de Invention dans un contexte 
adenoviral introduit par des progeniteurs nerveux humains greffes. 
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REVEND1CATIONS 

1 . Acide nucleique caracteris6 en ce qu'il comprend : 

a) une premiere region comprenant un acide nucleique codant 
5 pour le transactivateur du systeme de regulation par la tetracaine (tTA) 

sous controle d'un promoteur moder6, et, 

b) une deuxieme region comprenant un acide nucleique d'interet 
sous controle d'un promoteur sensible au tTA, 

et en ce que les deux regions a) et b) sont disposees dans la meme 
10 orientation transcriptionnelle. 

2. Acide nucleique selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il 
comprend, en outre, une troisieme region c), disposee entre les deux 
regions a) et b), limitant les interferences transcriptionnelles entre les 
regions a) et b). 

is 3. Acide nucleique selon la revendication 2, caracterise en ce que la region 
c) comprend un terminateur transcriptionnel, de preference une sequence 
UMS. 

4. Acide nucleique selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que, dans la region a), le promoteur modere est un 

20 promoteur cellulaire, de preference constitutif au tissu specifique. 

5. Acide nucleique selon la revendication 4, caracterise en ce que le 
promoteur cellulaire modere est choisi parmi le promoteur des genes PGK, 
DHFR, EF1a, p-actine, p-globine et MHCa. 

6. Acide nucleique selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
25 caracterise en ce que, dans la region b), Tacide nucleique d'interet est un 

acide nucleique codant pour une proteine ou un polypeptide d f int6ret. 



+ 
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7. Acide nucleique selon la revendication 6, caracterise en ce que la 
proteine ou le polypeptide d'interet sont choisis parmi les 
neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese et les 
facteurs trophiques. 

5 8. Acide nucleique selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterise en ce que, dans la region b), le promoteur est un promoteur 
fonctionnel dans les cellules mammifere. 

9. Acide nucleique caracterise en ce qu'il comprend : 



10 pour le transactivateur du systeme de regulation par la tetracycline (tTA) 
sous controle du promoteur du gene PGK, et, 



pour la tyrosine hydroxylase humaine sous controle d'un promoteur CMV 
minimal, modifie de fagon a comporter 1 a 10 sequences tetOp, 



et en ce que les deux regions a) et b) sont disposees dans la meme 
orientation transcriptionnelle. 

10. Vecteur comprenant un acide nucleique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 9. 

20 11. Vecteur selon la revendication 10 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
vecteur viral, de preference un adenovirus. 

12. Cellule comprenant un acide nucleique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 9 ou un vecteur selon la revendication 10. 



a) une premiere region comprenant un acide nucleique codant 



b) une deuxieme region comprenant un acide nucleique codant 



15 



c) une troisieme region comprenant la sequence UMS, 



13. Cellule selon la revendication 12 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
25 cellule mammifere, de preference humaine. a 



* 
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14. Cellule selon la revendication 13 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule nerveuse. 

15. Cellule nerveuse genetiquement modifiee par un adenovirus 
recombinant comprenant un acide nucleique selon la revendication 9. 

5 16. Composition comprenant des cellules selon Tune des revendications 12 
a 15. 

17. Utilisation d'un acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 9 ou 
d'un vecteur selon la revendication 10 ou d'une composition selon la 
revendication 16, pour la preparation d'une composition destinee a 

10 exprimer un acide nucleique d'interet in vivo. 

18. Utilisation d'un acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 9 ou 
d'un vecteur selon la revendication 10 ou d'une composition selon la 
revendication 16, pour la preparation d'une composition destinee a 
exprimer un acide nucleique d'interet dans le systeme nerveux in vivo. 
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FIGURE 1 
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Figure 2A 
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Figure 4A 




Figure 4B 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM; RHONE - POULENC RORER SA 

(B) RUE; 20, avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 
(E) PAYS: FRANCE 

{ F) CODE POSTAL: 92165 

(H) TELECOPIE: 33155717291 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: Nouveau systeme de regulation de 
1' expression d'un transgene 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 1 

<iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D ' EXPLOITATION: PC -DOS/MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2502 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) .CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iv) ANTI-SENS: NON 



(ix) CARACTERISTIQUE: . 

(A) NOM/CLE: - tTA (A) 

(B) EMPLACEMENT : 1 . -1040 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: - UMS (B) 

(B) EMPLACEMENT: 1041. .2069 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: - 7 OP (C) 

(B) EMPLACEMENT: 2069 . .2362 

( ix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: - 1 OP 

(B) EMPLACEMENT: 2070. .2110 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: - promoteur minimal CMV (D) 

(B) EMPLACEMENT: 236 3. .2502 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 1: 
CTCGAGGAGC TCGAATTCAT ATGTCTAGAT TAGATAAAAG TAAAGTGATT AACAGCGCAT 
TAGAGCTGCT TAATGAGGTC GGAATCGAAG GTTTAACAAC CCGTAAACTC GCCCAGAAGC 
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TAGGTGTAGA GCAGCCTACA TTGTATTGGC ATGTAAAAAA TAAGCGGGCT TTGCTCGACG 180 

CCTTAGCCAT TGAGATGTTA GATAGGCACC ATACTCACTT TTGCCCTTTA GAAGGGGAAA 240 

GCTGGCAAGA TTTTTTACGT AATAACGCTA AAAGTTTTAG ATGTGCTTTA CTAAGTCATC 300 

GCGATGGA$C AAAAGTACAT TTAGGTACAC GGCCTACAGA AAAACAGTAT GAAACTCTCG 360 

AAAATCAATT AGCCTTTTTA TGCCAACAAG GTTTTTCACT AGAGAATGCA TTATATGCAC 420 

TCAGCGCTGT GGGGCATTTT ACTTTAGGTT GCGTATTGGA AGATCAAGAG CATCAAGTCG 480 

CTAAAGAAGA AAGGGAAACA CCTACTACTG ATAGTATGCC GCCATTATTA CGACAAGCTA 54 0 

TCGAATTATT TGATCACCAA GGTGCAGAGC CAGCCTTCTT ATTCGGCCTT GAATTGATCA 600 

TATGCGGATT AGAAAAACAA CTTAAATGTG AAAGTGGGTC CGCGTACAGC CGCGCGCGTA 660 

CGAAAAACAA TTACGGGTCT ACCATCGAGG GCCTGCTCGA TCTCCCGGAC GACGACGCCC 720 

CCGAAGAGGC GGGGCTGGCG GCTCCGCGCC TGTCCTTTCT CCCCGCGGGA CACACGCGCA 7 80 

GACTGTCGAC GGCCCCCCCG ACCGATGTCA GCCTGGGGGA CGAGCTCCAC TTAGACGGCG 84 0 

AGGACGTGGC GATGGCGCAT GCCGACGCGC TAGACGATTT CGATCTGGAC ATGTTGGGGG 900 

ACGGGGATTC CCCGGGTCCG GGATTTACCC CCCACGACTC CGCCCCCTAC GGCGCTCTGG 960 

ATATGGCCGA CTTCGAGTTT GAGCAGATGT TTACCGATGC CCTTGGAATT GACGAGTACG 102 0 

GTGGGTAGGG GGCGCGAGGA TCTCAGATTT GTGCATACAC AGTGACTCAT ACTTTC AC C A 1080 

ATACTTTGCA TTTTGGATAA ATACTAGACA AC TTT AGAAG TGAATTATTT ATGAGGTTGT 1140 

CTTAAAATTA AAAATTACAA AGTAATAAAT CACATTGTAA TGTATTTTGT GTGATACCCA 1200 

GAGGTTTAAG GCAACCTATT ACTCTTATGC TCCTGAAGTC CACAATTCAC AGTCCTGAAC 1260 

TATAATCTTA TCTTTGTGAT TGCTGAGCAA ATTTGCAGTA TAATTTCAGT GCTTTTAAAT 1320 

TTTGTCCTGC TTACTATTTT CCTTTTTTAT TTGGGTTTGA TATGCGTGCA CAGAATGGGG 1380 

CT TC T ATT AA AATATTCCAT GGCTTACATT TTTAATGTTT TGTTCTCTTA ATATGTTCAA 1440 

AGCTACTCAA CTTTTATTCC CGAAAAATGT TTACTTTAAT TATTCTAATT TCTTACATAA 1500 

AGCATTGAGG TGCTAACAAT TATATACTAT GTACAAGATG GCAGACTAAA TCATATCATA 1560 

CCATCAAGTA GAAACCTGGA GTTTGGTGAA CTTTGAGTTG TTTATATGTC TCTCCTTTAT 1620 

TGTCTTCTCA AAACCTGTGA TTCTGAAGTC AAAGGGACAC AGCTGTCACA TGAAAAGTGA 1680 

TCACTTATCA CCTGTATGCG TAAAACACCT TACCAAGCAG CTAAGAGGAG TAACTCCTAG 174 0 

CCACTTTGAG AAACGTTTTT GAATAAACAG AGCAAGGCTC TTCCCCATTC TCCCAGAGAT 1800 

ATAGCATAAA ACTGAGCGCA TTTTTATAAA ACAAAAAAGG AGGAATGTGT GGTTTGATGG 1860 

CCAGACCCTG AATTTGAGTT CAGCATCTGC TTTTCCATAT TATAGATGGG TACCAGTGAT 192 0 

TCTGAGCCAT GTCTATTTCT CCTGACTTTT CCTCTGTTTT CCCACGCTTG CTGATATTTA 1980 

CAGCCGTGGT CATCACAATC ACCTTTGTTC CTTTCTTCCT TCCTCCAACT CTGCATTAAA 2040 

TTCCAGGAAC TTGCTTTCTG TGAAGTCTGA GTTTACCACT CCCTATCAGT GATAGAGAAA 2100 

AGTGAAAGTC GAGTTTACCA CTCCCTATCA GTGATAGAGA AAAGTGAAAG TCGAGTTTAC 2160 
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CACTCCCTAT CAGTGATAGA GAAAAGTGAA AGTCGAGTTT ACCACTCCCT ATCAGTGATA 2220 

GAGAAAAGTG AAAGTC GAGT TTACCACTCC CTATCAGTGA TAGAGAAAAG TGAAAGTCGA 2280 

GTTTACCACT CCCTATCAGT GATAGAGAAA AGTGAAAGTC GAGTTTACCA CTCCCTATCA 234 0 

GTGATAGAGA AAAGTGAAAG TCGAGCTCGG TACCCGGGTC GAGTAGGCGT GTACGGTGGG 24 00 

AGGCCTATAT AAGCAGAGCT CGTTTAGTGA ACCGTCAGAT CGCCTGGAGA CGCCATCCAC 2460 

GCTGTTTTGA CCTCCATAGA AGACACCGGG ACCGATCCAG CC 2502 
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